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“Seus feitos são seus monumentos” 
 
Inscrição em uma tumba egípcia 
RESUMO 
 
Pertencente à família Asteraceae, a espécie Piptocarpha axillaris (Less) 
Baker é uma planta endêmica do Brasil encontrada nas regiões Sul e Sudeste do 
país, sendo no estado do Paraná a espécie mais abundante do gênero. A escassez 
de estudos referente a espécie motivou o desenvolvimento desse trabalho, que teve 
por objetivo principal realizar estudo morfoanatômico, fitoquímico, de toxicidade 
preliminar in vitro e atividades antioxidantes do extrato e frações provenientes de 
partes aéreas da referida espécie. A caracterização morfológica foi realizada de 
acordo com metodologia padrão de microscopia óptica e eletrônica apresentando 
nas folhas e no caule tricomas e bolsas de óleo essencial, no caule a fitomelanina. 
As partes aéreas da planta foram utilizadas para o ensaio sistemático de análise 
fitoquímica elencando flavonoides, cumarinas, iridoides, aminogrupos e ácidos 
voláteis. O extrato bruto etanólico foi preparado por Soxhlet utilizando caules e 
folhas e os extratos obtidos foram fracionados com solventes de polaridade 
crescente para obtenção das frações hexano, clorofórmio, acetato de etila e 
remanescente. Os extratos e frações obtidos foram submetidos a doseamento de 
fenólicos totais; análise por CLAE/UV; ensaios de toxicologia preliminar in vitro pelo 
método Artemia salina L. e hemólise; ensaios de atividade antioxidante pelo 
complexo fosfomolibdênio e radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH•). Após 
avaliação dos resultados apresentados nos testes observou-se que a espécie 
Piptocarpha axillaris (Less) Baker possui baixa toxicidade e promissora atividade 
antioxidante, com destaque para a fração acetato de etila que apresentou 
flavonoides na análise fitoquímica e ácido clorogênico por meio de análise CLAE/UV, 
tendo assim o melhor resultado frente aos ensaios realizados. O presente trabalho 
contribui para o conhecimento da espécie Piptocarpha axillaris (Less) Baker 
referente a sua morfoanatomia, análise fitoquímica, toxicidade e propriedades 
antioxidantes, apresentando potencial para estudos futuros. 
 
Palavras-chave: Ácido clorogênico. Atividade antioxidante. Fitomelanina. 















It belongs to the Asteraceae’s family, the species Piptocarpha axillaris (Less) 
Baker is an endemic plant of Brazil found in the South and Southeast regions of the 
country, being in the state of Paraná the most abundant species of the genus. The 
scarcity of studies related to the species motivated the development of this work, 
whose main objective was to perform a morphological, phytochemical, preliminary 
toxicity study in vitro and antioxidant activities of the extract and fractions from aerial 
parts of this species. The morphological characterization was performed according to 
standard methodology of optical and electron microscopy presenting in the leaves 
and in the stem trichomes and pockets of essential oil, in the stem phytomelanin. The 
aerial parts of the plant were used for the systematic phytochemical analysis of 
flavonoids, coumarins, iridoids, aminogroups and volatile acids. The crude ethanolic 
extract was prepared by Soxhlet using stems and leaves and the extracts obtained 
were fractionated with increasing polarity solvents to obtain the hexane, chloroform, 
ethyl acetate and remainder fractions. The extracts and fractions obtained were 
submitted to assay of total phenolics; analysis by HPLC/UV; preliminary toxicological 
tests in vitro by the method Artemia salina L. and hemolysis; antioxidant activity 
assays by the phosphomolybdenum complex and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
radical (DPPH •). After evaluation of the results presented in the tests, it was 
observed that the species Piptocarpha axillaris (Less) Baker has low toxicity and 
promising antioxidant activity, especially the ethyl acetate fraction that presented 
flavonoids in the phytochemical and chlorogenic acid analysis through HPLC/UV, 
thus having the best result against the tests performed. The present work contributes 
to the knowledge of the species Piptocarpha axillaris (Less) Baker referring to its 
morphology, phytochemical analysis, toxicity and antioxidant properties, presenting 
potential for future studies. 
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ANEXO 1 - AUTORIZAÇÃO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMÔNIO 









As plantas apresentam substâncias químicas que podem ter efeitos 
medicinais, sendo estas uma fonte para obtenção de moléculas que podem ser 
exploradas para produção de medicamentos. (ZBIKOWSKA et al. 2016). Um 
exemplo clássico é a Papaver somniferum L. (Papaveraceae), popularmente 
conhecida por papoula, usada para a extração do ópio, no qual o componente 
majoritário é a morfina, usada no combate de dores intensas. Dessa referida planta 
também é possível isolar a codeína e a papaverina, utilizadas como analgésicos 
opioides. (FOGLIO et al., 2006). 
Várias espécies vegetais da biodiversidade brasileira não possuem estudos 
científicos que permitam a elaboração de monografias completas, sendo estas 
usadas empiricamente. Desta forma, considera-se este um fator de incentivo ao 
estudo com plantas, visando sua utilização como fonte de recursos terapêuticos. 
(YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; GUILARDUCCI et al., 2016). 
Dentre as famílias que possuem substâncias terapêuticas validadas por 
estudos científicos encontra-se a família Asteraceae (MARTINS-RAMOS; 
BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010), uma das maiores famílias de Angiospermas, 
com aproximadamente 300 gêneros e 2.000 espécies presentes na flora brasileira. 
Sendo um desses, o gênero Piptocarpha R.Br. (Asteraceae: Vernonieae), presente 
majoritariamente no Sul e no Leste do Brasil, representado por nove espécies no 
estado do Paraná, nas quais está inclusa a Piptocarpha axillaris (Less.) Baker, uma 
espécie arbórea conhecida popularmente como cambará. (GROKOVISKI; CERVI; 
TARDIVO, 2009). 
Devido à escassez de estudos desta espécie vegetal, esse trabalho visa 
contribuir para o estudo da referida planta, apresentando parte de sua 












1.1.1 OBJETIVO GERAL 
 
Realizar estudo morfoanatômico, fitoquímico, de toxicidade preliminar in vitro 
e atividades antioxidantes do extrato e frações provenientes de partes aéreas de 
Piptocarpha axillaris (Less.) Baker. 
 
1.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Coletar e identificar a espécie; 
Realizar estudo morfoanatômico; 
Determinar teor de cinzas e umidade; 
Realizar ensaio sistemático de análise fitoquímica; 
Preparar extrato bruto etanólico; 
Fracionar o extrato bruto etanólico com solventes de diferentes polaridades; 
Realizar o doseamento de fenólicos totais; 
Realizar análise por CLAE/DAD; 
Avaliar toxicidade preliminar in vitro; 
























2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 FAMÍLIA ASTERACEAE 
 
A família Asteraceae possui aproximadamente 1.600 gêneros e mais de 
23.000 espécies, tendo 300 gêneros e 2.000 espécies presentes em território 
brasileiro. (SOUZA et al., 2013). 
Estão inclusas espécies com finalidade medicinal, agrícola, industrial, entre 
outras. Algumas espécies foram domesticadas e cultivadas desde a antiguidade e 
outras fazem parte de áreas de vegetação natural.  Aproximadamente 40 gêneros 
desta família são relevantes no que diz respeito a nutrição humana e animal, 
servindo como fontes de óleos fixos, óleos essenciais, forragem, mel e pólen, 
adoçantes, especiarias, corantes, inseticidas, borracha, madeira, lenha ou celulose. 
Também estão presentes na família metabólitos secundários usados na terapêutica. 
(VITTO; PETENATTI, 2009). 
Espécies da família estão presentes em quase todos os continentes, exceto 
na Antártida e interior da Groenlândia. Ocupando diversos habitats, desde o nível do 
mar até elevadas altitudes, sua maior diversidade encontra-se em áreas tropicais, 
subtropicais e temperadas; abundantes em biomas como montanhas e em regiões 
áridas e semiáridas. (HASTON et al., 2007). No Brasil estão distribuídas nas regiões 
da Amazônia, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlântica, Pampa e Pantanal. (BORGES 
et al., 2012). 
A família é caracterizada pela presença de ácido clorogênico, isoflavonas, 
lactonas sesquiterpênicas, álcoois triterpenos pentacíclicos (FIGURA 1), óleos 
essenciais e derivados de acetileno. O que determina a utilidade ou aplicação das 
plantas é o acúmulo de certos metabólitos primários e secundários. Alguns 
flavonoides e óleos voláteis são comuns a quase todas as espécies (SEAMAN et al., 
1990; BOHM; STUESSY, 2001) e dois grupos de substâncias são marcadores 







FIGURA 1 - ESTRUTURAS BASES QUÍMICAS PRESENTES EM ESPÉCIES VEGETAIS 
PERTENCENTES A FAMÍLIA ASTERACEAE. 
 
FONTE: O autor (2018). 
LEGENDA: A (estrutura base de lactonas sesquiterpênicas), B (estrutura base de isoflavonas), C 
(estrutura base de flavonoides), D (estrutura base de triterpenos pentacíclicos), E (ácido 
clorogênico).  
NOTA: Elaborado através do programa MarvinSketch 17.28.0. 
 
As sementes são as principais reservas de hidrocarbonetos como inulina, 
proteínas e lipídeos. (BRUNETON, 1995). Outra característica da família é a síntese 
de ciclitóis, especialmente L-inositol e o isômero esciloinositol. (BOHM; STUESSY, 
2001; ANISZEWSKI, 2007). 
Os óleos são ricos em ácidos graxos de cadeias curtas, especialmente 
linoleico e esteárico e em menor quantidade oleico, linolênico e palmítico. (VITTO; 
PETENATTI, 2009). 
Encontram-se na família variadas espécies utilizadas na medicina popular 
em diversas regiões do Brasil. Dentre as quais podemos citar espécies com ação 
anti-inflamatória como a Bidens pilosa L., popularmente conhecida como “picão-
preto” e Lychnophora salicifolia Mart conhecida popularmente como “arnicão”. Além 
de espécies com ações digestivas (Vernonia condensata Baker – boldo baiano), 
broncodilatadora e expectorante (Mikania glomerata Spreng – guaco). (ROBINSON, 
1999; MATOS, 2009; GOUVEA, 2010). 
 






As ações terapêuticas da família não são apenas de conhecimento popular, 
existem espécies com ações farmacológicas cientificamente comprovadas, dentre as 
ações mais citadas estão antimicrobiana (Baccharis uncinella DC), antioxidante 
(Baccharis punctulata DC), anti-inflamatória (Achyrocline satureioides (Lam.) DC), 
antiviral (Baccharis trimera (Less.) DC), antifúngica (Baccharis articulata (Lam.) DC) 
e antitumoral (Taraxacum officinale L.). (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; 
MANTOVANI, 2010). 
Em um trabalho de Biavatti et al. (2007) onde realizou-se um levantamento 
etnofarmacognóstico em dois compêndios botânicos brasileiros de espécies da Mata 
Atlântica com potencial para produção de cosméticos, a família mais citada foi a 
Asteraceae com ações cicatrizante, tônica, aromática, adstringente, emoliente, 
antisséptica e despigmentante.  
Fabri et al. (2011) avaliou o potencial antimicrobiano e antioxidante de 
espécies da família Asteraceae. O extrato metanólico da folha de Baccharis 
dracunculifolia DC apresentou significativa atividade antimicrobiana para cepas de 
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Cryptococcus neoformans (CIM = 
0,005; 0,005 e 0,039 mg mL-1, respectivamente). Os extratos metanólicos das folhas 
de Bidens segetum Mart. ex Colla e Matricaria chamomilla L. foram seletivos para 
Shigella sonnei e P. aeruginosa (CIM = 0,005 e 0,078 mg mL-1, respectivamente). 
Enquanto que o extrato metanólico das folhas de Acanthospermun australe (Loefl.) 
Kuntze e Baccharis trimera apresentaram atividade significativa apenas para 
Candida albicans (CIM = 0,039 mg mL-1), os extratos metanólicos das folhas de 
Taraxacum officinale foram ativos contra C. albicans e C. neoformans com CIM = 
0,039 mg mL-1. Referente à atividade antioxidante frente ao DPPH•, os extratos 
metanólicos das folhas de B. dracunculifolia, T. officinale e das inflorescências de B. 
segetum apresentaram atividade com CI50 de 5, 5 e 4 µg mL-1, respectivamente. Nos 
extratos metanólicos das folhas das espécies vegetais estudadas foram identificados 
a presença de compostos como flavonoides, terpenos e outros que podem ser 








Referente a toxicidade de espécies da família Asteraceae, Silva, Overbeck e 
Soares (2014) realizaram um estudo nas pastagens do sul do Brasil, com arbustos 
de Heterothalamus psiadioides Less e Baccharis patens Baker. Neste estudo foram 
avaliados os efeitos fitotóxicos de H. psiadioides e B. patens e a variação sazonal. 
Os efeitos dos compostos orgânicos voláteis liberados diretamente das folhas 
frescas e secas das duas espécies foram avaliadas na germinação e no crescimento 
das plantas alvo alface e cebola, nas quatro estações. Os compostos voláteis de H. 
psiadioides e B. patens inibiram a taxa e velocidade de germinação e comprimento 
da raiz das plantas alvo, com folhas frescas apresentando maior fitotoxicidade. 
Esses parâmetros foram mais afetados por H. psiadioides do que por B. patens em 
todas as estações do ano, e ambas as plantas mostraram uma diminuição da 
fitotoxicidade no verão. Concluindo-se que ambos os arbustos possuem potencial 
alelopático, com H. psiadioides mostrando efeitos mais significativos. 
Sytar et al. (2016) comparou o doseamento de fenólicos totais, flavonoides e 
atividade antioxidante de 26 espécies de plantas das famílias Asteraceae, Rosaceae 
e Lamiaceae conhecidas na Europa Central Oriental. Entre os extratos de folhas 
investigados, o conteúdo fenólico, de flavonoides e atividade antioxidante mais alta 
foram para as espécies Stachys byzantine L. (Lamiaceae), Calendula officinalis L. 
(Asteraceae) e Potentilla recta L. (Rosaceae). O maior teor de ácido siríngico foi 
encontrado nos extratos de folhas de Asteraceae (0,782 a 5,078 mg g-1 DW). O 
estudo comparativo mostrou diferença significativa de conteúdo de ácidos fenólicos 
nos extratos de folhas das diferentes famílias representadas. 
Em um estudo mais recente, Anvari e Jamei (2017) avaliaram a capacidade 
antioxidante e os compostos fenólicos presentes em extratos etanólicos de folhas e 
flores de algumas espécies de Asteraceae com o objetivo de descobrir o potencial 
antioxidante dessas, sendo elas Artemisia absinthium L., Arctium lappa L., Silybum 
marianum L., Centaurea cyanus L. e Echinops ritro L. No referido estudo os extratos 
das plantas foram obtidos por meio de método de extração absoluta para o conteúdo 
fenólico total (TPC), teor total de flavonoides (TFC), capacidade antioxidante total 
(TAC) e atividade de quebra de cadeia (CBA). Foram realizadas análises de 
espécies reativas de ácido tiobarbiotúrico (TBARS), 2,2-difenil-1-picrilidrazilo 
(DPPH•), óxido nítrico (NO), peróxido de hidrogénio (H2O2), superóxido (O2-), 





esses testes os resultados mostraram os valores mais altos para TPC, TBA, FRAP e 
DPPH• relacionados ao A. absinthium. Enquanto, o extrato de A. lappa mostrou o 
teor máximo de TFC, TAC, CBA e O2- radicais de eliminação. Além disso, os 
resultados indicaram que E. ritro é uma boa fonte de atividade de eliminação de 
radicais NO e H2O2 (p <0,05). O estudo sugeriu que a flor apresentou melhores 
resultados que a folha.  
  
2.2 GÊNERO Piptocarpha R.Br. (Asteraceae: Vernonieae) 
 
Pertencente à subtribo Piptocarphinae, tribo Vernonieae e subfamília 
Cichorioideae, este gênero neotropical possui cerca de 51 espécies estendendo-se 
do sul do Brasil e norte da Argentina para América Central. (ROBINSON, 2002). 
Nas regiões Sul e Leste do Brasil está a maior concentração de Piptocarpha 
no país, com destaque para os planaltos do Sul referente a apresentação de maior 
distribuição de espécies arbóreas. (SMITH, 1981). 
A espécie Piptocarpha chantalensis Pall apresenta seis lactonas 
sesquiterpênicas (piptocarphinas A – F) (FIGURA 2) derivadas do piptocarphol 
enquanto que na espécie Piptocarpha oblonga (Gardn.) Baker apresentam 
flavonoides e triterpenos, mas não possuem lactonas. (HERZ; KULANTHAIVEL, 
1983). Também são descritos os seguintes metabólitos secundários para o gênero: 
alcaloides, esteróis, flavonoides e taninos. (SCIO et al., 2012). Sendo os triterpenos 
pentacíclicos e sesquiterpenos considerados marcadores quimiotaxonômicos do 
gênero. (PEREIRA, 2015).  
Rodrigues et al. (2006), buscou atividade larvicida contra Aedes Aegypti em 
27 espécies vegetais do cerrado brasileiro. Dentre as espécies estudadas, três 
pertenciam a família Asteraceae das quais duas eram do gênero Piptocarpha, sendo 
elas Piptocarpha macropoda e Piptocarpha rotundifolia (Less.) Baker. Apenas o 
extrato etanólico de P. rotundifolia mostrou atividade contra as larvas do Aedes 







FIGURA 2 - ESTRUTURAS SESQUITERPENICAS IDENTIFICADOS NO GÊNERO Piptocarpha 
 
FONTE: O autor (2018). 
LEGENDA: A (piptocarphina A), B (piptocarphina B), C (piptocarphina C), D (piptocarphina 
D), E (piptocarphina E), F (piptocarphina F). 











O trabalho de Scio et al. (2012), teve como objetivo pesquisar atividade 
antioxidante e antimicrobiana em extratos de plantas de diversas famílias, onde 
foram estudadas 11 espécies da família Asteraceae. Dentre as espécies da referida 
família, a P. macropoda por meio de testes fitoquímicos qualitativos, evidenciou a 
presença de alcaloides, triterpenos, taninos e flavonoides. Referente a atividade 
antimicrobiana, o extrato metanólico de P. macropoda apresentou concentração 
inibitória mínima (CIM) de 78 μg/mL para Bacillis cereus, 78 μg/mL para Candida 
albicans e 300 μg/mL para Cryptococcus neoformans. 
Um estudo de Antinareli et al. (2015) mostrou que extratos metabólicos das 
folhas de Piptocarpha macropoda (DC.) Baker possuem uma promissora ação 
leishmanicida comparado à espécie vegetal Casearia sylvestris, espécie esta que 
apresentou o melhor resultado perante as outras dezesseis plantas de diferentes 
famílias também utilizadas no referido estudo. 
 
2.3 ESPÉCIE Piptocarpha axillaris (Less.) Baker 
 
O (QUADRO 1) apresenta informações referentes ao enquadramento 
taxonômico da espécie P. axillaris. 
 
QUADRO 1 - ENQUADRAMENTO TAXONÔMICO DA ESPÉCIE P. axillaris 
ENQUADRAMENTO TAXONÔMICO 
Classe Equisetopsida C. Agardh 
Subclasse Magnoliidae Novák ex Takht. 
Superordem Asteranae Takht. 
Ordem Asterales Link 
Família Asteraceae 
Gênero Piptocarpha R. Br. 
Espécie Piptocarpha axillaris (Less) Baker 
FONTE: Adaptado de Trópicos (2018). 
 
De origem nativa, essa espécie é conhecida popularmente como Cambará. 
Apresentando os sinônimos Carphobolus axillaris (Less.) Sch. Bip., Piptocarpha 
axillaris var. axillaris, Piptocarpha axillaris subsp. axillaris e Vernonia axillaris Less 







Com uma altura que varia de 3 a 15 metros, a árvore floresce e frutifica entre 
os meses de julho a novembro, tendo sua madeira utilizada para a fabricação de 
caixarias na construção civil. Está presente nas regiões Sul e Sudeste do Brasil 
(FIGURA 3), sendo a espécie de Piptocarpha mais abundante no estado do Paraná. 
(GROKOVISKI; CERVI; TARDIVO, 2009). 
 
FIGURA 3 - DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DA ESPÉCIE NO BRASIL 
 
FONTE: Reflora (2018). 
 
Pereira (2015) em seu trabalho descreveu o estudo fitoquímico das folhas da 
espécie P. axillaris que levou ao isolamento, identificação e determinação estrutural 
de 12 substâncias, sendo elas seis triterpenos, três esteroides e três flavonoides. No 
referido estudo também foram realizados ensaios biológicos de viabilidade celular 
avaliada pelo ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de 
tetrazólio) frente à linhagem de células de linfoma histiocítico U937, mostrando 











3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
A (FIGURA 4) apresenta o fluxograma com os procedimentos práticos que 
foram realizados nesse estudo. 
 
FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DOS ESTUDOS REALIZADOS EM PARTES AÉREAS DE P. axillaris. 












3.1 MATERIAL BOTÂNICO 
 
As amostras de Piptocarpha axillaris (Less.) Baker foram coletadas nos 
meses de março e maio de 2016 para o preparo dos extratos e agosto de 2017 para 
realização do estudo morfoanatômico, no período da manhã, no Capão do Cifloma 
(Curitiba – PR), nas proximidades das coordenadas 25º 26’S e 49º 14’W. 
As coletas foram realizadas pelo acadêmico do curso de Engenharia 
Florestal da UFPR, Rafael Rosenstock Voltz e encaminhada uma exsicata ao Museu 
Botânico de Curitiba para identificação pelo botânico José Tadeu Weidlich Motta. A 
exsicata foi depositada pelo próprio autor sob número MBM 201690 (FIGURA 6).  
Foram coletados caules e folhas (FIGURA 5) deixados para secagem em 
local fresco e arejado e após esse processo, as amostras foram trituradas em 
moinho de facas e martelo. 
A pesquisa da referida espécie vegetal, está autorizada pelo Instituto 
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) por meio 
do projeto “Estudo Químico e Biológico das Espécies Vegetais” constante no 
processo de nº 02001.001165/2013-47 (ANEXO 1). 
 
FIGURA 5 - PARTES DE P. axillaris UTILIZADAS NO ESTUDO 
 
FONTE: O autor (2016). 






FIGURA 6 - EXSICATA DA ESPÉCIE P. axillaris 
 






3.2 ESTUDO MORFOANATÔMICO 
 
Para esse ensaio foram utilizadas partes aéreas da planta, tais como caules, 
limbos e pecíolos. O material vegetal foi fixado em solução de formol, ácido acético 
glacial, e álcool etílico a 70% (v/v) (FAA 70) (JOHANSEN, 1940) tendo como solução 
de estoque álcool etílico a 70% (v/v). (BERLYN; MIKSCHE, 1976).  
As lâminas semipermanentes foram confeccionadas segundo técnicas 
convencionais de corte à mão livre ou colocadas em polietilenoglicol e seccionadas 
em micrótomo de rotação. A coloração foi realizada com azul de toluidina (O’BRIEN; 
FEDER; MCCULLY, 1964) ou em dupla coloração com azul de astra e fucsina 
básica. (BRITO; ALQUINI, 1996). As lâminas foram montadas em gelatina 
glicerinada (KAISER, 1880) e vedadas com esmalte incolor.  
Os reativos empregados para os testes histoquímicos foram Sudan III para 
compostos lipofílicos (SASS, 1951), cloreto férrico para compostos fenólicos 
(JOHANSEN, 1940) e lugol para amido. (BERLYN; MIKSCHE, 1976). A análise e 
microscopia das plantas foram feitas em microscópio Olympus BX 41 com câmera 
digital SC 30. 
Para análise em microscopia eletrônica de varredura essas amostras foram 
secas via ponto crítico de CO2, no aparelho Balzers CPC 10, aderidas em suporte 
metálico com fita adesiva de cobre e recobertas com ouro. Ambas as faces foram 
analisadas no Microscópio Eletrônico de Varredura marca JEOL JSM®, modelo 
6360LV. 
 
3.3 DETERMINAÇÃO DE PERDA POR DESSECAÇÃO - UMIDADE 
 
A umidade das partes aéreas de Piptocarpha axillaris foi determinada por 
meio do método gravimétrico. (BRASIL, 2010). O ensaio foi realizado em triplicata, 
utilizando amostras do caule e das folhas. O material vegetal foi submetido à 
temperatura de (100 -105)°C até observar-se peso constante, não diferindo por mais 
de 5 mg entre duas pesagens. O resultado foi representado pela porcentagem de 







% de umidade = Pu – Ps X 100 
                                                                Pa 
                          
Onde: 
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecação.  
Ps = peso do cadinho contendo a amostra após a dessecação.  
Pa = peso da amostra. 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DE CINZAS TOTAIS 
 
O ensaio para a determinação de cinzas totais foi realizado de acordo com a 
Farmacopeia Brasileira V edição (BRASIL, 2010), tendo como objetivo estabelecer a 
quantidade de substâncias residuais não voláteis no processo de incineração. Foram 
utilizadas como amostras as partes aéreas de Piptocarpha axillaris divididas em 
caule e folhas. O material foi incinerado em mufla a 600°C durante 6 horas, até 
eliminação total do carvão, em triplicata. Após a incineração, os cadinhos foram 
esfriados em dessecador, seguidos da pesagem do resíduo presente e efetuados os 
cálculos em porcentagem de cinzas em relação ao material vegetal original, por 
meio da formula apresentada abaixo.  
 
% de cinzas = P2 – P1 X 100 
                     P3 
             
 
Onde: 
P1 = Peso do cadinho após a calcinação e esfriamento.  
P2 = Peso do cadinho com amostra após a calcinação e esfriamento em dessecador.  
P3 = Peso da amostra inicial. 
 
3.5 ESTUDO FITOQUÍMICO PRELIMINAR 
 
Foram realizados ensaios utilizando reações de coloração e/ou precipitação 
para mostrar as características qualitativas dos principais grupos químicos dos 
componentes ativos da droga vegetal.  
O ensaio sistemático de análise fitoquímica foi realizado de acordo com 
Moreira (1979), com adaptações de Miguel (2003). Foram preparados extratos 
hidroalcoólico e aquoso 20% com o intuito de verificar a presença de flavonoides, 





antraquinonas (hidroalcoólico) e compostos como heterosídeos antociânicos, 
saponínicos e cianogêicos, taninos, amino grupos, ácidos fixos e voláteis (aquoso). 
 
3.5.1 Preparo do extrato hidroalcoólico 20% 
 
Foram pesados 40 g das partes aéreas da planta fragmentada e realizou-se 
uma maceração em 200 mL de álcool etílico a 70% (v/v) em banho-maria a 70º C 
por 1 hora. Após, o macerado foi filtrado em papel de filtro e lavado com o líquido 
extrator até completar o volume de 200 mL.  
Assim, foi concentrado o extrato hidroalcoólico até adquirir 1/3 do seu 
volume para retirar o excesso de álcool etílico, sendo posteriormente colocado o 
extrato em um funil de separação para dar início ao fracionamento. O extrato obtido 
foi fracionado com solventes de polaridade crescente, hexano, clorofórmio e acetato 
de etila.  
Foram adicionados 20 mL do primeiro solvente (hexano) separando-os, após 
agitação, a fração dissolvida no mesmo. Esse procedimento foi repetido por 10 
vezes. O fracionamento foi realizado com os demais solventes até chegar a quatro 
frações de 200 mL, denominadas hexano, clorofórmio, acetato de etila e 
hidroalcoólica remanescente. Essas frações permaneceram refrigeradas (2–8)ºC 
durante a realização de todos os ensaios, as quais serviram para orientar por 
solubilidade, os grupos químicos a serem pesquisados. 
 
3.5.2 Pesquisa de flavonoides 
 
Esta pesquisa baseia-se na modificação da estrutura do flavonoide em 
presença de ácido, como na reação de Schinoda ou cianidina, com HCl concentrado 
e magnésio em pó. Com essa reação pode-se caracterizar compostos contendo um 
núcleo α-benzopirona, pelo desenvolvimento de cor laranja a vermelha.  
Foram levadas à secura em banho-maria 20 mL das frações hexano, 
clorofórmio e acetato de etila. Para a fração hidroalcoólica não houve necessidade 
de secar. Foram adicionados 10 mL de etanol absoluto nas cápsulas com resíduo 
seco transferindo 5 mL para cada tubo de ensaio, inclusive 5 mL da fração 
hidroalcoólica. A cada tubo de ensaio foram adicionados 200 mg de limalha e ácido 





pesquisa foi realizada com os tubos de ensaio dentro de um copo de béquer com 
gelo, dentro da capela).  
A reação positiva desenvolve coloração conforme as estruturas químicas 
presentes: flavonas com coloração amarela a vermelho; flavonol e diidroflavonol com 
coloração vermelho a vermelho sangue; derivados antociânicos com coloração 
vermelha tornando-se rosa e chalconas, auronas, dihidrochalconas, isoflavonas, 
isoflavononas e flavononas não apresentam coloração. 
 
3.5.3 Pesquisa de leucoantocianidinas 
 
Foi transferido para cada cápsula de porcelana 10 mL das frações hexano, 
clorofórmio e acetato de etila e levada à secura, sendo que não houve necessidade 
de secar a fração hidroalcoólica. O resíduo nas cápsulas foi dissolvido com 5 mL de 
álcool etílico absoluto, e adicionado 5 gotas de HCl concentrado, aquecendo até 
ebulição. 
Na reação positiva é observado o desenvolvimento de coloração vermelha. 
 
3.5.4 Pesquisa de alcaloides 
 
Esta técnica é baseada na capacidade que os alcaloides possuem quando 
em estado de sal (extratos ácidos), combinar-se com o iodo e metais pesados 
(bismuto, mercúrio, tungstênio) formando precipitados.  
Para esta pesquisa foram utilizados os reativos gerais para alcaloides, 
Mayer (iodo-mercurato de potássio), Dragendorff (iodo-bismutato de potássio) e 
Bouchardart (iodo-iodeto de potássio).  
Foi levado à secura 25 mL das frações hexano, clorofórmio, acetato de etila 
e hidroalcoólica, em banho-maria a 70°C. O resíduo foi dissolvido em 1 mL de etanol 
absoluto e 10 mL de ácido clorídrico a 1%. Foram transferidos 2 mL do extrato 
clorídrico para 5 tubos de ensaio e adicionado em cada tubo duas gotas dos reativos 
gerais para alcaloides, mantendo o quinto tubo como branco.  
O aparecimento de precipitado indica reação positiva, sendo este precipitado 
branco para o reativo de Mayer, cor tijolo para o reativo de Dragendorff e alaranjado 






3.5.5 Pesquisa de cumarinas 
 
Esta pesquisa baseia-se na conversão do ácido hidroxicinâmico em sal 
alcalino fluorescente, por meio da dissolução das cumarinas em álcali cáustico com 
clivagem do anel pirrólico e consequente formação do ácido hidroxicinâmico ou sais 
de seu ânion. Ao irradiar luz ultravioleta, a forma cis migra para forma trans, que 
exibe coloração azul ou verde amarelada em poucos minutos, sob luz ultravioleta 
(UV) em 366 nm.  
Para que fosse possível detectar a presença de cumarinas nas frações, 
foram marcados com grafite (lápis), em um papel de filtro, três pontos e sobre eles 
pingou-se as frações formando manchas de aproximadamente 1cm de diâmetro.  
As manchas 1 e 2 foram tratadas com solução de hidróxido de sódio (NaOH) 
1N e, sobre a mancha 1, foi colocada uma moeda, depois levou-se o papel filtro à 
câmara de ultravioleta a 366 nm, deixando em exposição por 15 minutos. A reação é 
considerada positiva com o desenvolvimento de fluorescência, com coloração azul 
ou verde amarelada na mancha 2. 
 
3.5.6 Pesquisa de substâncias iridoidais 
 
Foi transferido para cada tubo de ensaio 2 mL das frações hexano, 
clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica, adicionando pequena quantidade de 
cristais de floroglucinol e 1 mL de HCl. Em reação positiva observa-se o 
aparecimento de uma coloração verde escura. 
Após, foi transferido para cada tubo de ensaio 2 mL das frações hexano, 
clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica, adicionando duas gotas de ácido 
sulfúrico. Em reação positiva observa-se o aparecimento de uma coloração rosa 
violáceo. 
Em seguida transferiu-se para cada tubo de ensaio 2 mL das frações 
hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica, adicionando cristais de vanilina 
ou 0,5 mL de solução alcoólica de vanilina 1% e duas gotas de ácido sulfúrico. Em 








3.5.7 Pesquisa de heterosídeo antraquinônico   
 
Foram separados 30 mL de cada fração, adicionados 5 mL de H2SO4 10 %, 
colocados em balões acoplados a condensador e levados a refluxo por 30 minutos. 
Após, o processo de filtração em papel filtro foi realizado ainda a quente, 
adicionando-se ao filtrado 30 mL de água destilada. Com um funil de separação, foi 
obtida as frações hexano, clorofórmio e acetato de etila. A fração hidroalcoólica foi 
extraída com 10 mL de éter etílico por duas vezes.  
As frações foram concentradas até aproximadamente 5 mL e transferidas 
para um tubo de ensaio, efetuando-se a reação de Bornträger, na qual adicionou-se 
5 mL de hidróxido de amônia, agitando lentamente.  
O aparecimento de coloração avermelhada indica a presença de 
antraquinonas e/ ou naftoquinonas. 
 
3.5.8 Pesquisa de esteroides e/ou triterpenos 
 
Foram evaporados 15 mL de cada fração em banho-maria e, com o auxílio 
de um bastão seco, foram dissolvidos com clorofórmio e filtrados. Em seguida, foram 
pipetados 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL do extrato clorofórmico de cada fração para 3 
tubos de ensaio, completando-os para o volume de 2 mL com clorofórmio. Foi 
realizada a reação de Libermann Bouchard, em capela, adicionando-se 1,0 mL de 
anidrido acético e 2,0 mL de ácido sulfúrico concentrado, lentamente.  
O desenvolvimento de coloração rósea escura ou azul é um indicativo da 
presença da função carbonila na posição 3 e duplo enlace em 5, 6. Enquanto que a 
coloração verde indica função hidroxila na posição 3 e duplo enlace em 5, 6. Quando 
ocorre o desenvolvimento de coloração amarela, possivelmente existe a presença 












3.5.8.1 Reação de Keller Kelliani 
 
Foram transferidos para 4 tubos de ensaio 2 mL das frações hexano, 
clorofórmio, acetato de etila, e hidroalcoólica, em seguida, foram levadas à secura. 
Após, o resíduo foi dissolvido com 2 mL de ácido acético glacial e 0,2 mL de solução 
aquosa de cloreto férrico a 1%. A mistura foi transferida cautelosamente para um 
tubo de ensaio contendo 2 mL de ácido sulfúrico concentrado.  
O desenvolvimento de coloração azul ou verde na fase de contato dos dois 
líquidos ou na fase acética indica reação para desoxi açúcares. A coloração azul 
indica a presença de esteroides, enquanto a coloração verde indica a presença de 
triterpeno. 
 
3.5.9 Preparo do extrato aquoso 20%  
 
Foram utilizados 40 g de material vegetal e 200 mL de água destilada para o 
processo de maceração à quente em banho-maria a 70ºC por uma hora. Decorrido 
esse tempo, foi retirado o frasco do banho-maria, filtrado o extrato e o volume 
completado até 200 mL com o líquido extrator, lavando o material.  
 
3.5.10 Pesquisa de heterosídeos antocianicos 
 
Para realização deste ensaio, foram transferidos 5 mL do extrato aquoso 
para três tubos de ensaio, acidificando o primeiro tubo com ácido clorídrico 0,1 M 
(pH aproximadamente 4), alcalinizando o segundo tubo com hidróxido de amônio 1 
M (pH aproximadamente 10) e neutralizando o terceiro tubo com ácido clorídrico 0,1 
M ou hidróxido de amônio 0,1 M de acordo com a necessidade (pH 7).  
O desenvolvimento de coloração avermelhada em meio ácido, azulada em 
meio alcalino, ou violáceo em meio neutro, indica reação positiva. A coloração verde 










3.5.11 Pesquisa de heterosídeos saponínicos 
 
Foram agitados energicamente com movimentos sucussionais por cinco 
minutos os tubos da pesquisa de heterosídeos antocianicos, deixando-os em 
repouso por trinta minutos. Após agitação e decorridos trinta minutos, foi medida a 
altura do anel de espuma formado.  
O desenvolvimento de espuma com altura superior a um centímetro e 
persistente após o repouso indica reação positiva.  
As saponinas apresentam estruturas com assimetria hidrófilo-hidrofóbica, 
fazendo com que haja redução da tensão superficial dos compostos em solução 
aquosa, com consequente formação de espuma mediante agitação. (ROBBERS; 
SPEEDIE; TYLER, 1997). 
 
3.5.12 Pesquisa de heterosídeos cianogenéticos 
 
Para este ensaio foi utilizada a reação de Schoembein, onde 5 mL do extrato 
foram colocados em uma cápsula de porcelana e adicionados quatro gotas de 
hidróxido de potássio (KOH) a 10%, três cristais de sulfato ferroso e mais uma gota 
de cloreto de ferro (III) (FeCl3) 1%. 
Em seguida o extrato foi aquecido em chapa de aquecimento até ebulição, 
juntou-se uma gota de HCl concentrado. O desenvolvimento de coloração azul da 
Prússia, indica a presença de heterosídeo pela formação de cianeto férrico. 
 
3.5.13 Pesquisa de taninos 
 
Para a pesquisa de taninos foram realizados dois ensaios, o primeiro foi o do 
cloreto férrico onde adicionou-se de três a cinco gotas de solução aquosa a 1% de 
cloreto férrico a 1 mL de extrato aquoso. Reação positiva para taninos desenvolve 
coloração azul, para flavonoides verde, e para polifenóis marrom.   
O segundo ensaio foi realizado com solução de gelatina, onde foram 
transferidos para três tubos de ensaio 0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL do extrato aquoso e 
adicionados em cada tubo 2 mL de solução de gelatina a 2,5% recém preparada em 
água.  





3.5.14 Pesquisa de aminogrupos 
 
Com auxílio de um condensador de bolas e temperatura de 60ºC, foram 
concentrados 10 mL de extrato aquoso até 5 mL. Em tira de papel de filtro, foram 
adicionadas cinco gotas do extrato aquoso concentrado em pontos previamente 
demarcados. Após secagem, foi nebulizado no papel de filtro uma solução de 
ninhidrina 0,1% e o papel levado à estufa na temperatura de 100º C durante quinze 
minutos. A reação positiva é visualizada com o aparecimento de coloração azul-
violácea. 
 
3.5.15 Pesquisa de ácidos fixos 
 
Foram transferidos 20 mL de extrato aquoso e 2 mL de NAOH 1N para um 
balão de fundo chato com 100 mL de capacidade, acoplando-se a ele um 
condensador de bolas e levando-o a refluxo durante trinta minutos. Decorrido o 
tempo, foi esfriado e acidificado o extrato alcalino com 2 mL de solução de ácido 
sulfúrico 1N e extraído com auxílio de um funil de separação, com 10 mL de éter 
etílico por três vezes.  
Os extratos etéreos foram reunidos, tratados com carvão ativado, filtrados e 
levados à secura em banho-maria a 50ºC. O resíduo foi aquecido em estufa à 100ºC 
por dez minutos, esfriado, adicionado 5 mL de solução aquosa de NH4OH 1N e 
filtrado. Foram adicionadas três gotas do filtrado anterior a um papel de filtro em três 
pontos previamente marcados com grafite. No primeiro ponto foi pingado uma gota 
do extrato amoniacal. No segundo ponto foi pingado o uma gota do extrato 
amoniacal mais uma gota do reativo de Nessler e no terceiro ponto foi pingado 
apenas uma gota do reativo de Nessler. O desenvolvimento de coloração no ponto 2 












3.5.16 Pesquisa de ácidos voláteis 
 
Foi transferido para um tubo de ensaio 5 mL do extrato aquoso e 1 mL de 
H2SO4 com cuidado para não umedecer as paredes do tubo. Em seguida 
suspendeu-se uma tira de papel indicador de pH (0 a 14) com auxílio de uma rolha 
de cortiça, evitando que o papel tocasse no extrato. Os tubos de ensaio foram 
levados para banho maria a 60ºC durante trinta minutos.  
O aparecimento de coloração avermelhada, indica a presença de ácidos 
voláteis. 
 
3.6 PREPARO DO EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES 
 
3.6.1 Extrato bruto etanólico 
 
O extrato bruto dos caules e folhas foi preparado separadamente, utilizando 
aproximadamente 4000 gramas de caules e 1000 gramas de folhas em aparelho de 
Soxhlet (CARVALHO et al. 2009), como solvente extrator foram utilizados 8 litros de 
álcool etílico absoluto 96% (v/v) (PA) para os caules e 6 litros para as folhas até 
esgotamento total.  
Terminada as extrações, o material foi filtrado e concentrado até 
aproximadamente 1/3 em evaporador rotatório até adquirir aspecto de extrato fluido. 
 
3.6.2 Determinação de teor de sólidos 
 
Para esta determinação, foi depositado 1 mL do extrato bruto etanólico em 
placa de petri, previamente seca e tarada. Em seguida, foi levada à estufa a 100º C 
até peso constante e então procedido os cálculos onde o resultado foi apresentado 
em quantidade de sólidos em porcentagem em relação a massa do material vegetal 










3.6.3 Fracionamento dos extratos brutos etanólicos 
 
O extrato bruto etanólico do caule e da folha foram fracionados 
separadamente, por meio de fracionamento líquido-líquido em aparelho de Soxhlet 
modificado, com solventes de polaridade crescente (CARVALHO, 2001). Foram 
obtidas as frações hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica 
remanescente de caules e folhas designadas como FHC (fração hexano caule), FHF 
(fração hexano folha), FCC (fração clorofórmio caule), FCF (fração clorofórmio 
folha), FAEC (fração acetato de etila caule), FAEF (fração acetato de etila folha), 
FOHC (fração remanescente caule) e FOHF (fração remanescente folha).  
O sistema de extração por aparelho de Soxhlet modificado faz uso da auto-
renovação do solvente utilizado e encontra-se sob patente de modelo industrial no 
INPI sob o nº 0601703-7 A2. (MIGUEL et al., 2007). 
 
3.7 DOSEAMENTO DE FENÓLICOS TOTAIS 
 
Para determinação do teor de fenólicos totais utilizou-se o método proposto 
por Slinkard e Singleton (1977), onde os extratos brutos e frações de caules e folhas 
foram diluídos em metanol (1000 mg mL-1) e adicionados 0,32 mL ao tubo de 
ensaio, completado para 3,4 mL com água destilada, após total solubilização foi 
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau 2N (Alphatec®), novamente 
homogeneizado e adicionado 0,4 mL da solução de carbonato de sódio a 10%, 
agitado e deixado em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. Após este 
período, foram realizadas as leituras em espectrofotômetro à 760 nm utilizando 
curva de calibração de ácido gálico nas concentrações de 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 
17,5 e 20 μg mL-1 como padrão. O ensaio foi realizado em triplicata. Os teores de 
fenólicos totais foram determinados em miligramas equivalente de ácido gálico (EG) 
por grama de extrato bruto, utilizando a seguinte equação com base na curva de 
calibração: y=0,0392x–0,0583. 
Os valores foram submetidos ao programa estatístico Assistat 7.7 utilizando o 








3.8 CARACTERIZAÇÃO DO CONSTITUINTE QUÍMICO. 
 
Após a obtenção da fração acetato de etila (folha) foi realizada uma coluna 
cromatográfica utilizando como fase estacionária uma pastilha de sílica gel 60 
Merck® (0,063 – 0,200mm) e como fase móvel a mistura dos solventes acetato de 
etila e hexano, inicialmente partindo-se de 70% até 100% acetato de etila. As 
misturas foram realizadas utilizando um volume máximo de 100 mL, aumentando-se 
o gradiente de polaridade de 5 em 5 mL. No final desse processo, foram utilizados 
50 mL de metanol para extrair compostos de maior polaridade. 
As frações obtidas foram coletadas em frascos e realizada cromatografia em 
camada delgada (CCD) utilizando como sistema eluente acetato de etila: ácido 
fórmico: ácido acético glacial: água (100:11:11:26). Como revelador utilizou-se 
reativo de NEU (difenilboriloxietilamina 1% em metanol) com leitura em UV nos 
comprimentos de onda 254 e 366 nm. 
Após CCD as amostras foram agrupadas de acordo com os compostos 
visualizados no UV e analisados em CLAE/UV. (SIMÕES et. al., 2007). 
Para análise em CLAE/UV o resíduo (metanol) obtido da fração acetato de 
etila foi diluído em MeOH a concentração de 50 mg/mL e submetido à análise por 
CLAE Merck Hitachi – Elite Lachrom, com detector diodo (DAD) em 328 nm, coluna 
XTerra® RP18 5 μm, 4,6 x 250 mm, volume de injeção de 20 μL, fluxo 1,00 ml/min. 
Como fase móvel foi utilizado gradiente de concentração o sistema H2O:H3PO4 a 
0,1% (A) e MeOH (B) na seguinte programação: 1-40 min, iniciando com 10% de 
fase B e finalizando em 45 min com 100% de fase B. O MeOH utilizado foi grau 
HPLC (TEDIA) e a água MilliQ. (OLIVEIRA, et al., 2016). 
 
3.9 TOXICIDADE PRELIMINAR IN VITRO 
 
3.9.1 Avaliação da toxicidade com Artemia salina L. 
 
Foram adquiridos os ovos do microcrustáceo da espécie Artemia salina L. e 
procedido o preparo do ensaio conforme metodologia citada por Meyer et al. (1982).  
Os ovos foram eclodidos em água salina, preparada com 14,31 g de sal 
marinho e dissolvidos em 400 mL de água purificada. Para esta quantidade, foram 





30)°C e a solução mantida sob agitação e aeração constante por 48 horas. Nas 
primeiras horas do processo foi mantida iluminação (20 W) sobre o recipiente, 
devido ao fototropismo dos náuplios.  
Foi preparada uma solução com os extratos e respectivas frações de caules 
e folhas em concentrações de 1000, 100 e 10 μL/mL, todas em triplicata.  
Os frascos com as soluções foram colocados em estufa para total 
eliminação do solvente (metanol), inclusive a do controle negativo que utilizou 
apenas o solvente utilizado na dissolução das amostras e a do controle positivo 
quinidina. Após a evaporação das soluções, os crustáceos foram adicionados ao 
frasco com a ajuda de conta gotas de vidro, totalizando 10 em cada frasco. Foi 
adicionada 10 mL de solução salina para acomodar e visualizar os crustáceos. 
Após 24 horas foram observados o número de náuplios mortos na presença 
das concentrações analisadas. As frações são consideradas ativas quando CL50 for 
menor que 1000 μL/mL. (MEYER et al. 1982). O cálculo para determinar a 
porcentagem de náuplios mortos está descrito na fórmula descrita a seguir:  
 
% de mortos = teste – controle X 100 
             controle 
 
3.9.2 Atividade hemolítica 
 
A determinação das porcentagens de hemólise foi realizada segundo 
método de Banerjee et al. (2008), adaptado.  
Foram transferidos 5 mL de sangue de carneiro de origem comercial, 
previamente homogeneizado sob leve agitação, para um tubo de ensaio e 
centrifugado durante 5 minutos a 3000 rpm com 3 mL de PBS (fosfato de salina 
tamponada) gelado. Foram realizadas lavagens sequenciais com PBS descartando 
sempre o sobrenadante até o sobrenadante encontrar-se incolor. Em seguida, foi 
realizado uma diluição a 2% com a papa de eritrócito utilizando PBS como diluente.  
Para o preparo das amostras foram feitas soluções nas concentrações de 
100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL e 10 μg/mL e adicionados 200 μL de solução de 






Para a realização da prova de hemólise foram preparados eppendorfs com 
hemólise a 100% (controle positivo), PBS (controle negativo), e os testes (amostras 
+ hemácias). Na realização do controle positivo foram pipetados 200 μL de triton 1% 
diluído em água e 200 μL de solução de eritrócito a 2%. Enquanto que para o 
controle negativo foram adicionados 20 μL de metanol mais 180 μL de PBS em 200 
μL de solução de eritrócito a 2%. Os valores de branco foram obtidos por meio de 
leitura de microplaca de 96 poços contendo somente 200 μL das amostras, sem 
adição de hemácias. A leitura foi realizada em UV a 540nm. 
Em seguida os eppendorfs foram uniformemente homogeneizados com leve 
agitação manual. Após este procedimento, foram incubados durante 3 horas em 
estufa com temperatura controlada a 37°C. Ao término da incubação os eppendorfs 
foram centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos.   
A leitura da absorbância foi realizada em microplaca de 96 poços, para onde 
foram pipetados 200 μL do sobrenadante das amostras. A leitura foi realizada em 
UV a 540nm. 
A hemólise foi calculada com base nos valores de absorbância do tubo de 
hemólise total, cujo valor é considerado 100%. A taxa de hemólise foi calculada 
através da fórmula descrita a seguir: 
 
% de hemólise = (Abs teste – Abs PBS – Abs branco) X 100 
                   (Abs triton – Abs PBS – Abs branco) 
 
Os valores foram submetidos ao programa estatístico Assistat 7.7 utilizando 
o teste de Tukey (p<0,05).  
 
3.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  
 
3.10.1 Redução do radical DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 
 
A medida da atividade sequestrante de radicais livres de DPPH• foi realizada 
com base na metodologia proposta por Mensor et al. (2001), Nascimento et al. 
(2011) e Santos (2007).  Para análise foi preparada uma solução metanólica de 
DPPH• (0,3 mM). Na execução do ensaio foi utilizada uma microplaca de 96 poços, 
sendo adicionado em cada poço 142 µL de amostra e 58 µL de DPPH•. Como 





e esses foram preparados do mesmo modo que as amostras. Foram preparados 
dois controles, o branco preparado adicionando 142 µL de amostra e 58 µL de 
metanol, e o negativo preparado com 142 µL de metanol e 58 µL de DPPH•. Todas 
as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e 
ao abrigo da luz. Os testes foram realizados em triplicata. Foi feita a leitura em 540 
nm em espectrofotômetro Multiskan FC® com luz ultravioleta. Para a expressão dos 
resultados foi utilizada a fórmula descrita a seguir: 
 
AA% = 100 – (Abs amostra – Abs branco) 
                    Abs negativo 
 
Foram calculados os valores da concentração necessária para exercer 50% 
da atividade antioxidante (CI50) em gráfico, onde a abscissa representa a 
concentração da amostra e a ordenada é a média da AA% das amostras de cada 
concentração. A equação da reta desse gráfico, do tipo y = ax + b, serviu de base 
para determinação do valor de CI50. 
Os valores foram submetidos ao programa estatístico Assistat 7.7 utilizando 
o teste de Tukey (p<0,05). 
 
3.10.2 Formação do complexo fosfomolibdênio 
 
O ensaio de complexação pelo fosfomolibdênio foi realizado de acordo com 
Prieto, Pineda e Aguilar (1999). A técnica baseia-se na redução do molibdênio VI a 
molibdênio V, pela amostra analisada, e obtenção de um complexo fosfomolibdênio 
V, de coloração verde em pH ácido, o qual é determinado espectrometricamente a 
695 nm. O método possui a vantagem de avaliar, de forma simples, a capacidade 
antioxidante tanto de componentes lipofílicos quanto de hidrofílicos. 
Para a reação de formação do complexo foi necessário o preparo de um 
reativo que consiste de uma solução com fosfato de sódio 0,1 mol (28 mL), 
molibdato de amônio 0,03 mol (12 mL) e ácido sulfúrico 3 mol (20 mL), sendo o 
volume completado com água destilada para 100 mL. Esse reativo foi preparado no 
momento do uso. Soluções padrões de vitamina C, rutina e BHT 
(butilhidróxidotolueno), bem como as amostras a serem testadas foram preparadas 





Em um tubo de ensaio, foi pipetado uma alíquota de 0,3 mL de cada 
amostra, adicionado 1 mL de reativo seguido de 1,5 mL de água destilada. O mesmo 
foi realizado com os padrões. Para o branco foi utilizado metanol no lugar da 
amostra. A análise foi realizada em triplicata. Os tubos foram hermeticamente 
fechados e colocados em banho-maria a 95°C por 90 minutos. Ao atingir a 
temperatura ambiente foi realizada a leitura das absorbâncias (Abs) em 
espectrofotômetro de UV Multiskan FC® em 695 nm. Os resultados foram expressos 
como atividade antioxidante relativa (AAR%) da amostra em relação à vitamina C, 
rutina e BHT.  
As fórmulas descritas a baixo demonstram o cálculo de atividade 
antioxidante frente a rutina, vitamina C e BHT: 
 
AA% em relação à Rutina = Abs (amostra) - Abs (branco) X 100 
                                Abs (rutina) – Abs (branco) 
 
AA% em relação à Vitamina C = Abs (amostra) – Abs (branco) X 100 
                                               Abs (vitamina C) – Abs (branco) 
 
AA% em relação ao BHT = Abs (amostra) – Abs (branco) X 100 
                            Abs (BHT) – Abs (branco) 
 
Os valores foram submetidos ao programa estatístico Assistat 7.7 utilizando 












4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BOTÂNICO 
 
Foram coletados 5527 gramas de partes aéreas de P. axillaris, sendo deste 
total 1193 gramas de folhas e 4334 gramas de caule, esses valores referem-se ao 
peso do material seco. 
 
4.2 ESTUDO MORFOANATÔMICO 
 
O exemplar analisado de P. axillaris mede aproximadamente 14 metros de 
altura, possui caules cilíndricos acastanhados e folhas alternas de face adaxial 
verde-escura e face abaxial amarela-ferrugínea (FIGURA 7). 
 
FIGURA 7 - PARTES DE P. axillaris UTILIZADAS NO ESTUDO MORFOANATÔMICO 
  
  FONTE: O autor (2017). 
  LEGENDA: (A) face adaxial e abaxial de Piptocarpha axillaris; (B) caules aéreos de 











Caule em crescimento secundário, com epiderme e tricomas presentes 
(FIGURA 8A-D). Células epidérmicas de paredes espessadas (FIGURA 8B), 
cutinizadas até a base dos tricomas (FIGURA 8C), com compostos fenólicos no 
citoplasma (FIGURA 8D). Córtex parenquimático e clorofilado na porção 
subepidérmica, na maior parte rico em esclereides alargadas tangencialmente, 
entremeadas ao parênquima (FIGURA 8D, 8E); compostos fenólicos abundantes 
nas camadas subepidérmicas (FIGURA 8D); endoderme presente, com células 
tangencialmente estiradas, contendo lipídeos (FIGURA 8F). Floema primário na 
periferia do cilindro vascular, acompanhado de calotas de fibras periféricas (FIGURA 
8G), floema secundário rico em esclerênquima (FIGURA 8G); raios floemáticos 
abertos em leque compostos principalmente de esclereides alongadas 
tangencialmente, fitomelanina presente nos espaços intercelulares (FIGURA 8G). 
 A fitomelanina é caracterizada como uma substância que forma uma camada 
mecanicamente dura, resistente, de coloração marrom a negra, podendo 
desempenhar a função de proteção contra herbivoria, contra a invasão fúngica e 
microbiana, prevenindo contra a deterioração e hidratação, e como barreira à luz 
visível, protegendo o embrião de uma prematura quebra da dormência. (PANDEY et 
al., 1989; WITTICH; GRAVEN, 1995; PANDEY; DHAKAL, 2001; JEFFREY, 2009). A 
deposição de fitomelanina também foi descrita no floema da espécie Piptocarpha 
oblonga (LUSA, 2014).  
Xilema secundário composto de fibras, raios parenquimáticos largos em vista 
transversal (com cerca de 4 células de largura), vasos solitários ou em agrupamento 
radial, parênquima axial paratraqueal (FIGURA 8A, 8H). Parênquima medular 
esclerificado, com esclereides arredondadas (vista transversal) e fitomelanina nos 
espaços intercelulares (FIGURA 8I). O xilema secundário composto por fibras 
também foi evidenciado por Del-Vechio-Vieira et al. (2008) quando estudou a 











O pecíolo apresenta superfície recoberta por tricomas tectores ramificados no 
ápice (FIGURA 9A, 9B), com pedicelo unicelular de paredes cutinizadas; células 
epidérmicas de formato irregular com paredes espessadas e cutinizadas; compostos 
fenólicos presentes nas células epidérmicas e nos tricomas (FIGURA 9C), os 
tricomas tem a função de reduzir a perda de água, defesa contra insetos e barreira a 
luz. (KELLERMANN; BONA; SOUZA, 2016). Córtex colenquimático na periferia e 
parenquimático no centro, rico em cristais (drusas), lipídeos (FIGURA 9D) e 
esclereides esparsas (FIGURA 9E). Três feixes vasculares colaterais centrais com 
floema abaxial (FIGURA 9A), contendo fibras perivasculares esparsas (FIGURA 9F); 
compostos fenólicos presentes no parênquima do xilema e floema (FIGURA 9G). 
Estudos em folhas de outras espécies da família evidenciaram folhas 
revestidas por cutícula fina em Acanthospermum australe (MARTINS et al. 2006) e 
folhas hipoestomáticas com drusas no pecíolo de Vernonia condensata. (LOLIS; 
MILANEZE-GUTIERRE, 2003). 
O limbo apresenta-se recoberto densamente por tricomas tectores com uma 
célula apical ramificada de 4 - 6 pontas (FIGURA 9H – FIGURA 9K) e uma/duas 
células basais cutinizadas (FIGURA 9I), alguns com pedicelo mais longo se 
sobrepondo aos demais (FIGURA 9J); tricoma glandular pouco frequente com 
células basais achatadas e célula apical com lipídeos (FIGURA 9K). Epiderme 
simples com células maiores e de paredes mais espessadas na face adaxial 
(FIGURA 9L), cutícula fina (FIGURA 9I). Estômatos somente na face abaxial, 
encobertos pelos tricomas (FIGURA 9L). Mesofilo dorsiventral com uma a duas 
camadas de parênquima paliçádico seguidas do parênquima esponjoso, ricas em 
lipídeos (FIGURA 9I, FIGURA 9L) e compostos fenólicos (FIGURA 9L, FIGURA 9M). 
Nervuras salientes na face abaxial, recobertas por tricomas tectores; feixe vascular 
colateral com bainha de esclerênquima e extensão de bainha em direção a face 
adaxial, lipídeos presentes no parênquima, floema e xilema (FIGURA 9N). 
Kellermann, Bona e Souza (2016) verificaram que a espécie Piptocarpha 
angustifolia possui tricomas no limbo e pecíolo, sendo que no limbo são tricomas 
tectores com célula terminal ramificada. Ainda, o limbo apresenta estômatos e 





Fonseca, Meira e Casali (2006) ao estudarem a espécie Porophyllum ruderale 
verificaram compostos fenólicos no caule e folhas, e compostos lipídicos nas folhas. 
Análises histoquímicas mostram que compostos fenólicos são encontrados 
principalmente nas células epidérmicas, e terpenoides são encontrados nos tricomas 
glandulares e nos tecidos parenquimatosos de caules e folhas. (LUSA; COSTA; 
APPEZATO-DA-GLÓRIA, 2016). Ainda, a presença de compostos fenólicos na 
epiderme provavelmente está relacionada a proteção do mecanismo celular contra 
danos da radiação solar. (KOFIDIS; BOSABALIDIS; MOUSTAKAS, 2003; LUSA et 






FIGURA 8 - SECÇÕES TRANSVERSAIS DO CAULE DE P. axillaris 
 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: medula (m), xilema (x), floema (f), floema primário (f1), floema secundário (f2), raio (ra), 
córtex (co), epiderme (ep), esclereides ou esclerênquima (e), fibras (fi), vasos (v).   
NOTA: A. vista geral. B. epiderme e córtex periférico com compostos fenólicos. C. teste com sudan III, 
evidenciando epiderme, córtex e floema. D. teste com cloreto férrico evidenciando epiderme e 
córtex com compostos fenólicos (seta) e esclereídes. E. pormenor das esclereídes corticais. 
F. pormenor da endoderme com lipídeos (seta). G. região floemática com calota de fibras 
periféricas e raios compostos de células esclerificadas com fitomelanina intercelular (seta). H. 
pormenor da medula esclerificada e presença de fitomelanina (seta). I. xilema e medula, raios 
parenquimáticos (seta), vasos e fibras. 





FIGURA 9 - SECÇÕES TRANSVERSAIS E MICROSCOPIA ELETÔNICA DE VARREDURA DE 
FOLHA DE P. axillaris 
 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: córtex (co), feixes vasculares (fv), colênquima (cl), esclerênquima ou esclereides (e), 
parênquima (pa), floema (f), mesofilo (mf), epiderme (ep), estômato (*).   
NOTA: A. vista transversal evidenciando tricomas (seta), córtex e feixes vasculares.  B. vista frontal 
evidenciando tricomas tectores (mev). C. teste com cloreto férrico evidenciando composto 
fenólico nos tricomas (seta) e epiderme. D, E. região cortical do pecíolo. D. reação de sudan 
III evidenciando gotículas de óleo (seta preta) e drusas (seta branca). E. dupla coloração 
evidenciando esclereides e parênquima.  F. floema com fibras periféricas (fi). G. teste com 
cloreto férrico evidenciando composto fenólico (seta). H. vista frontal da face abaxial (mev). I. 
teste com sudan III, evidenciando lipídeos no mesofilo (seta), cutícula e base dos tricomas 
(seta). J. mesofilo e tricoma com pedicelo longo (seta). K. tricoma secretor (seta), teste com 
sudan III. L. controle sem coloração. M. teste com cloreto férrico. N. região de nervura 
principal, reação com sudan III. 





4.3 PERDA POR DESSECAÇÃO E CINZAS TOTAIS  
 
Na (TABELA 1) apresenta os resultados de perda por dessecação e cinzas 
totais. 
 
TABELA 1 - RESULTADO DA DETERMINAÇÃO DE PERDA POR DESSECAÇÃO E CINZAS  
AMOSTRA PERDA POR 
DESSSECAÇÃO (%) ± DP 
CINZAS (%) ± DP 
Caules 9,8213 (± 0,1303) 3,6719 (± 0,3858) 
Folhas 8,0123 (± 0,4547) 6,4535 (± 1,0254) 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: (DP) desvio padrão. 
NOTA: Resultados expressos em média da porcentagem ± desvio padrão amostral 
 
O teor de umidade de caules e folhas detectado para a espécie vegetal P. 
axillaris (TABELA 1), encontra-se dentro dos limites (8 a 14%) estabelecidos pela 
Farmacopeia Brasileira V (2010). Quando um resultado é inferior ao limite máximo 
de 14%, pode ser afirmado que houve eficiência durante o processo de secagem do 
material botânico, pois a presença de quantidade excessiva de água em drogas 
vegetais pode gerar deterioração dos constituintes, tanto por contaminação 
microbiana, quanto por hidrólise e atividade enzimática. (OLIVEIRA; AKISUE; 
AKISUE, 1991). 
O resultado da determinação do teor de cinzas totais (TABELA 1) mostrou-
se maior para as folhas do que para os caules de P. axillaris, por meio desse 
resultado é possível deduzir que as folhas possuem maior quantidade de 
substâncias inorgânicas não voláteis do que os caules. (SIMÕES et al., 2007). 
Esses resultados podem contribuir para o estabelecimento de padrões de 










4.4 ESTUDO FITOQUÍMICO PRELIMINAR  
 
Os resultados positivos obtidos nos testes estão apresentados na TABELA 
2. Além dos testes apresentados na (TABELA 2), também foram realizados com as 
frações outros testes de estudo fitoquímico preliminar, tais como 
leucoantocianidinas, alcaloides, antraquinonas e esteroides/triterpenos, porém todos 
eles apresentaram resultados negativos frente as frações analisadas. 
 
TABELA 2 - RESULTADO DO ESTUDO FITOQUÍMICO DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO E 
AQUOSO 20%. 
EXTRATO HIDROALCOÓLICO 20 % 
Análises FH FC FAE FOH Extrato 
 C F C F C F C F C F 
Flavonoides      +1  +1   
Cumarinas   + +   + +   
Iridóides + +         
EXTRATO AQUOSO 20 % 
Análises  




FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: (1) flavonas; (C) caule; (F) folha; (+) positivo; (FH) fração hexano; (FC) fração clorofórmio; 
(FAE) fração acetato de etila; (FOH) fração remanescente. 
 
A identificação com base nos constituintes químicos requer conhecimentos 
fitoquímicos prévios, por meio de reações químicas de caracterização e/ou perfil 
cromatográfico. Essas reações possibilitam observar a presença de grupos de 
substâncias como flavonoides, alcaloides, esteroides, entre outros, sendo ensaios 
simples, rápidos e acessíveis. Tais reações em geral são inespecíficas, ocorrendo 
por meio de grupos funcionais ou estruturas comuns a várias substâncias. (BESSA 
et al., 2013). 
Os metabólitos encontrados condizem com o esquema de separação 
proposto por Cechinel Filho e Yunes (1998), onde descreve que no extrato hexano 
pode-se obter esteroides e terpenos, na fração clorofórmio pode haver a presença 
de alcaloides, cumarina e terpenos e na fração acetato de etila é possível obter 







Em espécies vegetais, os flavonoides estão envolvidos em processos 
biológicos, por exemplo a proteção dos vegetais contra a incidência dos raios 
ultravioleta e visível; proteção contra herbivoria, invasão fúngica e microbiana; 
atração de animais para a polinização; possuem atividades antioxidantes; controlam 
a ação de hormônios vegetais; são agentes alelopáticos e inibem enzimas. (SIMÕES 
et al., 2007). 
Estudos mostram que as cumarinas possuem atividade antioxidante. 
(NISHIYAMA; OHNISHI; HASHIGUCHI, 2001; KANEKO; BABA; MATSUO, 2003; 
ZHANG; WANG, 2004). E assim como os iridoides, as cumarinas também possuem 
sabor amargo, que atua na defesa da espécie vegetal como desestimulante de 
herbívoros. (SIMÓES et al., 2007). 
Nas plantas são atribuídos aos aminogrupos funções como síntese de 
proteínas, resistência a alta temperatura e ao ataque de pragas. (CASTRO, 2006). 
Referente aos ácidos voláteis, os mesmos estão associados a atividade 
alelopática da planta, tendo efeito sobre a inibição da germinação e expansão 
radicular. (CAMARGO et al., 2001). 
Os efeitos desses metabólitos nas plantas se assemelha com os descritos 
na literatura para algumas estruturas evidenciadas no estudo morfoanatômico da 
espécie P. axillaris, tais como, fitomelanina, tricomas e compostos fenólicos (item 
4.2) (FONSECA; MEIRA; CASALI, 2006; LUSA, 2014; KELLERMANN; BONA; 
SOUZA, 2016). 
Amorin (2015) em seu estudo com a espécie vegetal Mikania micranta, 
também pertencente à família Asteraceae, identificou compostos semelhantes aos 
encontrados nesse estudo, como flavonoides (frações acetato de etila e 
remanescente de caules e folhas), cumarinas (fração remanescente de caules e 
folhas), iridoides (frações hexano e remanescente de folhas) e aminogrupos (caules 
e folhas). 
No trabalho publicado por Bessa et al. (2013), foi identificado no extrato 
alcoólico da espécie vegetal Vernonia brasiliana – Asteraceae, alguns compostos 
diferentes dos identificados nesse estudo como triterpenos, esteroides e 






Ribeiro, Silva e Castro (2010), realizaram triagem  fitoquímica  dos  extratos 
hidroalcoólicos de caules de três espécies vegetais do gênero Eremanthus 
(Eremanthus erythropappus, Eremanthus glomerulatus e Eremanthus incanus) – 
Asteraceae, por meio dessa triagem foi possível indicar a presença de açúcares 
redutores, carboidratos, aminoácidos, taninos, flavonoides, glicosídeos 
cardiotônicos, carotenoides, esteroides e triterpenos, depsídeos e depsidonas, 
cumarinas, saponinas, alcaloides, purinas, proteínas, polissacarídeos e 
antraquinonas.  
 
4.5 PREPARO DO EXTRATO BRUTO ETANÓLICO 
 
4.5.1 Obtenção do Extrato bruto etanólico e teor de sólidos 
 
Foram obtidos após extração em Soxhlet 5,77 litros de extrato etanólico do 
caule e 4,022 litros de extrato etanólico das folhas. 
 Os resultados obtidos no procedimento para obtenção dos valores do teor 
de sólidos estão descritos na (TABELA 3). 
 
 
TABELA 3 - ANÁLISE DOS EXTRATOS BRUTOS DE CAULES E FOLHAS 
ANÁLISES CAULES FOLHAS 
Teor de sólidos (%) 0,015 ± 0,0038 0,118 ± 0,00089 
Rendimento (%) 0,4327 5,3466 
FONTE: O autor (2016). 
NOTA: Rendimento baseado sobre valor em gramas da planta seca. 
 
Diferentes métodos extrativos são empregados para obtenção de extratos 
vegetais, tais como maceração, infusão, percolação, decocção, Soxhlet, ultrassom e 
turbólise (GNOATTO et al., 2007; KARABEGOVIĆ et al., 2014, OLIVEIRA et al., 
2016). Além dos métodos extrativos, outros fatores influenciam na extração, como a 
parte do material vegetal utilizada, a origem deste, o grau de processamento, o 
tamanho da partícula, o solvente utilizado, o tempo de extração, a temperatura, a 







4.5.2 Resíduo das frações 
 
Na (TABELA 4) estão descritos os valores de resíduo obtidos nas frações 
hexano, clorofórmio, acetato de etila e remanescente de caules e folhas de P. 
axillaris após o processo de rota evaporação. 
 
TABELA 4 - RESÍDUO DAS FRAÇÕES DE CAULES E FOLHAS DA ESPÉCIE P. axillaris 
AMOSTRAS MASSA OBTIDA (g) 
 Caule Folha 
Fração hexano 1,22 14,2 
Fração clorofórmio 4,13 5,43 
Fração acetato de etila 0,92 6,02 
Fração remanescente 5,33 30,78 
FONTE: O autor (2018). 
LEGENDA: (g) gramas. 
 
4.6 DOSEAMENTO DE FENÓLICOS TOTAIS 
 
Os compostos fenólicos têm sua importância no desenvolvimento de 
espécies vegetais devido a sua função de defesa contra aspectos hostis presentes 
no meio ambiente. (NIJVELDT et al., 2001).  
Os resultados obtidos na determinação dos fenólicos totais, expressos como 
equivalentes de ácido gálico (EAG) por g de extrato/fração estão descritos na 
(TABELA 5). 
 
TABELA 5 - DETERMINAÇÃO DOS FENÓIS TOTAIS, EXPRESSOS COMO EQUIVALENTES DE 
ÁCIDO GÁLICO (EAG) POR G DE EXTRATO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRAÇÕES 
DE CAULES E FOLHAS DE P. axillaris 
AMOSTRA (mg EAG g-1) ± DP 
 Caule Tukey Folha Tukey 
Extrato bruto 11,19 ± 0,09 C 11,48 ± 0,43 C 
Fração hexano 3,15 ± 0,33 D 0,54 ± 0,28 E 
Fração clorofórmio 4,84 ± 0,43 D 9,58 ± 0,33 C 
Fração acetato de etila 40,86 ± 0,38 B 48,34 ± 0,06 A 
Fração remanescente 1,91 ± 0,29 DE 2,64 ± 0,38 DE 
FONTE: O autor (2017). 
NOTA: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. O nível de 
probabilidade é de 5%. 
 
De acordo com Chew et al. (2011) a quantidade de fenóis totais de espécies 





alta (entre 30 e 50 mg EAG/g), média baixa (entre 10 e 30 mg EAG/g) e baixa 
(inferior a 10 mg.EAG/g). Segundo esta classificação podemos considerar a fração 
acetato de etila (caule e folha) como média alta, com destaque para a fração acetato 
de etila (folha) apresentando um resultado superior as demais amostras. 
Estudos com espécies vegetais demonstram que os compostos fenólicos em 
geral são responsáveis pelas atividades antioxidantes presentes nos extratos de 
plantas, com destaque para o grupo dos flavonoides. (SUN et al., 2011; 
GHASEMZADEH; OMIDVAR; JAAFAR, 2012). 
A fração acetato de etila apresentou maior teor de fenóis totais 
provavelmente devido ao solvente empregado na extração, pois substâncias 
fenólicas têm maior afinidade por solventes polares, evidenciada pela presença do 
ácido clorogênico, já citado. (SPAGOLLA et al. 2009; TIWARI et al., 2011). 
Foram encontrados teores significativos de fenóis totais em estudos com 
plantas pertencentes a família Asteraceae, como por exemplo Baccharis trimera 
(Less.) DC. (SOUSA et al., 2012) e Copernicia prunifera (Mill.) H. E. Moore. 
(OLIVEIRA et al., 2014). 
 
4.7 CARACTERIZAÇÃO DO CONSTITUINTE QUÍMICO 
 
O cromatograma do precipitado da fração acetato de etila (folha) com o 
respectivo perfil de ultravioleta dos picos majoritários (FIGURA 10), apresenta perfil 
de ácido clorogênico, comparado com a biblioteca do equipamento utilizado.  
O estudo histoquímico apresentado no item 4.2 identificou a presença de 
compostos fenólicos nas partes aéreas estudas da espécie vegetal P. axillaris. A 
presença dos compostos fenólicos em plantas tem sido estudada devido as 
atividades farmacológicas apresentadas por esses compostos. Dentre os grupos de 
substâncias que constituem os compostos fenólicos estão inseridos os ácidos 
fenólicos, que se caracterizam por terem um anel benzênico, um grupamento 
carboxílico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula. 
(SOARES, 2002).  
Os ácidos fenólicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem 
também se ligar entre si ou com outros compostos. A combinação mais importante 
destes é o ácido clorogênico, que é um éster do ácido quínico com o ácido cafeico 







FIGURA 10 - CROMATOGRAMA DO PRECIPITADO DA FRAÇÃO ACETATO DE ETILA (FOLHA) 
APRESENTANDO EM SEU PICO MAJORITÁRIO PERFIL SEMELHANTE AO DO 
ÁCIDO CLOROGÊNICO 
 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: (A) cromatograma da fração acetato de etila folha, (B) espectro de ultravioleta 
do pico majoritário em 14,16 min.  
 
Utilizando como método de extração o Soxhlet e os solventes hexano, 
clorofórmio e acetato de etila, Andrade et al. (2012) identificou ácido clorogênico nas 
frações acetato de etila provenientes de grãos de café já utilizados e cascas de café. 
Apresentando elevado potencial antioxidante (SOARES, 2002), em 
pesquisas realizadas com ácidos fenólicos, o ácido clorogênico demonstrou uma 
elevada ação inibitória sobre a peroxidação de células como eritrócitos e monócitos. 






FIGURA 11 - FORMAÇÃO DO ÁCIDO CLOROGÊNICO A PARTIR DO ÁCIDO QUÍNICO E ÁCIDO 
CAFEICO. 
 
FONTE: ADOLPHO (2012); TUAN et al. (2014). 
LEGENDA: (A) ácido quínico, (B) ácido cafeico, (C) ácido clorogênico, (HGQHT) hidroxicinamoil d-
glucose: quinato hidroxicinamoil transferase. 
 
Utilizando o modelo de oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) 
in vitro para verificar o potencial antioxidante de ácidos fenólicos, o ácido 
clorogênico, apresentou elevado poder antioxidante neste sistema, sendo 
comparado ao poder antioxidante encontrado para a vitamina E, C e β-caroteno. 
(LARANJINHA; ALMEIDA; MADEIRA, 1994; VINSON et al., 1995; LARANJINHA et 












4.8 TOXICIDADE PRELIMINAR IN VITRO 
 
4.8.1 Avaliação da toxicidade com Artemia salina L. 
 
O objetivo do ensaio é avaliar a toxicidade da amostra, sendo considerado 
um bioensaio preliminar no intuito de verificar a potencial atividade biológica 
(ARAÚJO; CUNHA; VENEZIANI, 2010). É utilizado devido ao fácil manuseio, baixo 
custo e simples cultivo. A letalidade é avaliada por meio da obtenção da 
concentração letal mediana (CL50), ou seja, a concentração para matar 50% dos 
microcrustáceos (BEDNARCZUK et al., 2010). Nguta et al. (2011) diferenciou os 
níveis de toxicidade de acordo os valores de CL50, onde amostras com CL50 
inferiores a 100 μg/mL são considerados altamente tóxicas, entre 100 e 500 μg/mL 
são moderadamente tóxicas, entre 500 e 1000 μg/mL são suavemente tóxicas e 
acima de 1000 μg/mL são atóxicas. 
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram uma toxicidade maior 
que 1000 μg/mL, sendo assim, as amostras testadas não apresentam toxicidade 
preliminar in vitro significativa em Artemia salina L.  
Merino et al. (2015) em seu estudo com a espécie Senecio westermanii 
Dusén (Asteraceae), apresentou um resultado semelhante empregando o mesmo 
ensaio de toxicidade frente ao microcrustáceo, obtendo uma CL50 superior a 1000 
μg/mL para todas as amostras analisadas. 
Arcanjo et al. (2012) relata em seu estudo sobre a bioatividade de extratos 
etanólicos de diferentes plantas, sendo duas delas pertencentes a família 
Asteraceae (Acmella uliginosa (Sw.) Cass e Ageratum conyzoides L.), frente a 
Artemia salina L. Dentre as espécies vegetais analisadas, destaca-se a A. uliginosa 
(CL50 18,76 µg/mL – flor; 126,27 µg/mL – folha) por apresentar a maior bioatividade, 
seguida da espécie A. conyzoides (CL50 245,72 µg/mL). 
 
4.8.2 Atividade hemolítica 
 
A hemólise é caracterizada pelo rompimento do eritrócito, ocorrendo a 
liberação da hemoglobina. (CARVALHO E. B. et al., 2007). Perante isso na triagem 





é necessária a avaliação da atividade hemolítica das plantas. (BEDNARCZUK et al., 
2010). 
Este ensaio está preconizado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 
desde 1998 em seu manual, onde informa sobre a necessidade da avaliação 
qualitativa por meio da observação de coloração vermelha devido a liberação de 
hemoglobina. (OMS, 1998). 
Os resultados do teste de atividade hemolítica estão apresentados na 
(FIGURA 12) e (TABELA 6). 
Das frações analisadas, a que apresentou maior atividade hemolítica foi a 
fração remanescente, tanto no caule quanto na folha. Ainda, por meio dos resultados 
apresentados foi possível observar que tanto nas amostras do caule quanto da folha, 
quanto menor a concentração maior a porcentagem de hemólise. Esse mesmo efeito 
protetor contra hemólise foi observado nos estudos de Abajo et al. (2004) e Yang et 
al. (2006), onde foram testados extratos da espécie vegetal Bidens pilosa L. 
(Asteraceae) frente a hemácias humanas.  
Rice-Evans, Miller e Paganga (1996) e Yang et al. (2006) relacionam o efeito 
protetor contra hemólise com a atividade antioxidante dos compostos fenólicos. Com 
base nos estudos citados acima atribui-se o efeito protetor contra hemólise 
apresentado pela espécie vegetal P. axillaris nesse trabalho, aos compostos 
fenólicos descritos no estudo morfoanatômico (item 4.2) e doseamento de fenóis 











FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: (A) folhas, (B) caules, (EB) extrato bruto, (FH) fração hexano, (FC) fração clorofórmio, 











































































































































































































































































































































































TABELA 6 - RESULTADO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA DE EXTRATOS BRUTOS E FRAÇÕES DE 




















Extrato bruto 10 6,88 ± 0,96 B 6,98 ± 0,96 B 
25 4,81 ±0,61 B 5,75 ± 0,13 B 
50 3,5 ± 0,13 B 5,47 ± 0,13 B 
100 1,7 ± 1,39 B 1,13 ± 0,4 B 
Fração hexano 10 3,47 ± 0,5 A 3,92 ± 0,5 B 
25 1,98 ± 0,39 B 3,04 ± 0,1 B 
50 1,88 ± 0,6 B 2,73 ± 0,21 B 
100 0,95 ± 0,34 B 0,34 ± 0,33 B 
Fração 
clorofórmio 
10 4,45 ± 0,06 B 4,13 ± 1,11 B 
25 3,52 ± 0,1 B 2,91 ± 0,75 B 
50 2,12 ± 0,4 B 1,38 ± 0,4 B 
100 0,77 ± 0,33 B 0,53 ± 0,16  B 
Fração acetato 
de etila 
10 4,98 ± 1,65 B 4,82 ± 1,01 B 
25 3,76 ± 1,01 B 4,13 ± 0,72 B 
50 3,2 ± 1,01  B 4,08 ± 0,36 B 
100 3,18 ± 0,53 B 3,23 ± 0,46 B 
Fração 
remanescente 
10 12,07 ± 1,22 B 10,19 ± 1,96 B 
25 11,52 ± 0,41 B 9,86 ± 1,49 B 
50 9,97 ± 0,72 B 9,74 ± 0,95 B 
100 8,97 ± 0,94 B 9,08 ± 0,56 B 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDAS: (*) folhas; (**) caules; (DP) desvio padrão. 
NOTA: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. O nível de 
probabilidade é de 5%. 
Controle positivo (triton 0,1%) = hemólise 100%  
 
4.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
 
4.9.1 Formação do complexo fosfomolibdênio 
 
Segundo Prieto, Pineda e Aguilar (1999) a vantagem da avaliação 
antioxidante pelo método fosfomolibdênio é devido a sua capacidade de verificar o 
potencial antioxidante de componentes hidrofílicos e lipofílicos, permitindo avaliar a 
capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de compostos como são os 
extratos e frações obtidos de espécies vegetais, de maneira simples e de baixo 
custo. 
Os valores de atividade antioxidante das amostras foram calculados em 
comparação com os padrões rutina, vitamina C e BHT, cujas atividades foram 
consideradas 100%. Os resultados estão apresentados abaixo na (TABELA 7) e 






TABELA 7 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA FORMAÇÃO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDÊNIO 
DE EXTRATO E FRAÇÕES DE CAULES E FOLHAS DE P. axillaris. 
AMOSTRAS ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM RELAÇÃO À RUTINA AA (%) ± DP 
FOLHA SCOTT-KNOT* CAULE SCOTT-KNOT** 
EB 49,1 ± 1,35  H 64,45 ± 0,77 E 
FH 64,45 ± 1,53  E 89,77 ± 1,53 C 
FC 77,45 ± 1,93 D 81,33 ± 1,53 D 
FAE 114,58 ± 1,17 B 125,06 ± 0,77 A 
FOH 53,2 ± 1,17 G 25,57 ± 0,44 M 
 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM RELAÇÃO À VITAMINA C AA (%) ± DP 
 FOLHA SCOTT-KNOT* CAULE SCOTT-KNOT** 
EB 13,06 ± 0,35  N 17,14 ± 0,2 N 
FH 17,14 ± 0,41 N 23,88 ± 0,41 M 
FC 20,68 ± 0,51 M 21,63 ± 0,41 M 
FAE 30,48 ± 0,31 L 33,26 ± 0,2 J 
FOH 14,15 ± 0,31 N 6,8 ± 0,12 O 
 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM RELAÇÃO AO BHT AA (%) ± DP 
 FOLHA SCOTT-KNOT* CAULE SCOTT-KNOT** 
EB 32,6 ± 0,88  J 42,78 ± 0,51 I 
FH 42,78 ± 1,02 I 59,59 ± 1,02 F 
FC 51,61 ± 1,28 G 53,99 ± 1,02 G 
FAE 76,06 ± 0,78 D 83,02 ± 0,51 D 
FOH 35,31 ± 0,78 J 16,98 ± 0,29 N 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: (DP) desvio padrão, (EB) extrato bruto, (FH) fração hexano; (FC) fração clorofórmio, 
(FAE) fração acetato de etila, (FOH) fração remanescente, (*) folhas; (**) caules. 
NOTA: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, na mesma 
coluna. O nível de probabilidade é de 5%. 
 
Dentre todas as amostras analisadas a que mostrou um resultado mais 
promissor perante os diferentes padrões foi a fração acetato de etila que apresentou 
flavonoide e ácido clorogênico em sua análise fitoquímica preliminar e identificação 
por CLAE/UV respectivamente, tanto do caule quanto da folha, sendo que frente a 
rutina seu resultado foi até maior que o do padrão (125,06% - caule; 114,58% - 
folha), observou-se também que a porcentagem de atividade antioxidante em quase 
todas as frações foi maior no caule do que na folha. 
Outras espécies vegetais da família Asteraceae também apresentaram 
resultados promissores referente ao seu valor antioxidante através do método 
fosfomolibdênio, sendo elas o Senecio westermanii Dusén (MERINO et al., 2015) e 











FIGURA 13 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE AMOSTRAS DE P. axillaris PELA FORMAÇÃO DO 





FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: (DP) desvio padrão, (EB) extrato bruto, (FH) fração hexano; (FC) fração clorofórmio, 
(FAE) fração acetato de etila, (FOH) fração remanescente. 




















































































































































































































































































































































































4.9.2 Redução do radical DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 
 
O objetivo desta técnica é detectar a presença de compostos antioxidantes 
nas amostras analisadas. Baseia-se na eliminação do radical livre estável 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH•) que ao se reduzir perde sua coloração púrpura. (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). É considerada uma técnica fácil, precisa, rápida, simples, e 
de baixo custo, sendo adequada para a determinação da capacidade antioxidante de 
substâncias puras e/ou mistas. (OLIVEIRA, 2015). 
Nesta análise foram calculadas a porcentagem de inibição do DPPH• e por 
regressão linear foi possível calcular o CI50, que é a concentração da amostra que 
reduz 50% da concentração inicial de DPPH•. As amostras foram comparadas com 
os padrões vitamina C, rutina e BHT. 
Os resultados de CI50 estão representados na (FIGURA 14) e (TABELA 8), e 
correspondem às médias das triplicatas das amostras e o desvio padrão. Os pontos 
das concentrações utilizadas para cada amostra foram adicionados a linha de 
tendência e a equação da reta para os padrões e amostras para o cálculo de CI50 
(TABELA 9). 
 
FIGURA 14 - RESULTADO DE CI50 DAS AMOSTRA DE P. axillaris PARA REDUÇÃO DO DPPH• 
 
FONTE: O autor (2017). 
LEGENDA: (DP) desvio padrão, (EB) extrato bruto, (FH) fração hexano; (FC) fração clorofórmio, 














































































































































TABELA 8 - RESULTADO DE CI50 DAS AMOSTRA DE P. axillaris PARA REDUÇÃO DO DPPH• 
AMOSTRA CI50 (µg/mL) ± DP 
 Folha Teste de Tukey* Caule Teste de Tukey** 
Extrato bruto 41,92 ± 0,71 G 74,83 ± 1,14 F 
Fração hexano 129,37 ± 2,8 D 332,67 ± 1,11 A 
Fração clorofórmio 73,55 ± 2,25 F 209,91 ± 1,14 B 
Fração acetato de etila 5,02 ± 2,99 H 8,12 ± 0,77 H 
Fração remanescente 78,56 ± 2,89 E 101,35 ± 1,99 C 
 Padrões Teste de Tukey 
Rutina 6,53 ± 0,3 H 
Vitamina C 6,12 ± 0,28 H 
BHT 8,43 ± 0,35 H 
FONTE: O autor (2018). 
LEGENDA: (DP) desvio padrão, (*) folha, (**) caule 
NOTA: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. O nível de 
probabilidade é de 5%. 
 
TABELA 9 - EQUAÇÃO DA RETA PARA OS PADRÕES E AMOSTRAS PARA O CÁLCULO DE CI50 
DE AMOSTRAS DE P. axillaris PELO MÉTODO DO DPPH• 
AMOSTRA EQUAÇÃO DA RETA 
 Caule Folha 
Extrato bruto 
 
y = 0,3387x + 24,655 
R² = 0,9915 
y = 0,0991x + 17,032 
R² = 0,9914 
y = 0,1423x + 20,13 
R² = 0,9919 
y = 6,1473x - 0,8784 
R² = 0,992 
y = 0,3908x + 10,393 
R² = 0,9912 
y = 0,6965x + 20,8 
R² = 0,9959 
y = 0,1889x + 25,562 
R² = 0,9913 
y = 0,3372x + 25,198 
R² = 0,9952 
y = 4,0889x + 29,482 
R² = 0,9922 
y = 0,3266x + 24,343 










Rutina y = 5,1951x + 16,078 
R² = 0,9987 
Vitamina C y = 5,8221x + 14,379 
R² = 0,9963 
BHT  y = 4,084x + 15,577 
R² = 0,9918 






Segundo Chew et al. (2011) a capacidade antioxidante por sequestro de 
radicais livres pode ser classificada da seguinte maneira: alta (CI50 < 50 μg/mL), 
média (CI50 50 - 100 μg/mL) e baixa (CI50 > 100 μg/mL).  
Sendo assim pode-se considerar que a fração acetato de etila (caule e 
folha), e o extrato bruto (folha) apresentaram alta capacidade antioxidante, e que a 
fração hexano (caule e folha), fração clorofórmio (caule) e fração remanescente 
(caule) apresentaram baixa atividade antioxidante. Ressaltando que a atividade 
antioxidante da fração acetato de etila (folha) foi superior à dos padrões, 
provavelmente devido à presença de flavonoide e ácido clorogênico na análise 
fitoquímica preliminar e identificação por CLAE/UV, respectivamente. Esse resultado 
referente a alta atividade antioxidante da fração acetato de etila também é descrito 
por Mensor et al. (2001) em seu estudo. 
 Outros estudos com espécies vegetais pertencentes a família Asteraceae 
também apresentaram uma significativa ação antioxidante perante ao ensaio DPPH• 
na fração acetato de etila, como nas espécies Senecio westermanii Dusén (MERINO 
et al., 2015), Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera (PAULA et al., 2014) e 






















A descrição morfoanatômica da espécie Piptocarpha axillaris (Less) Baker 
apresentou estruturas já descritas na literatura em espécies vegetais do gênero 
Piptocarpha e também da família Asteraceae. 
Em análise fitoquímica preliminar foram evidenciadas substâncias como 
iridoides, cumarinas, flavonas, aminogrupos e ácidos voláteis, as quais já foram 
descritas em outros estudos com espécies vegetais da mesma família. 
Os resultados dos ensaios de toxicidade preliminar in vitro frente a Artemia 
salina L. e hemólise mostraram que a espécie não apresenta toxicidade preliminar. 
No que diz respeito a atividade antioxidante, a fração acetato de etila, tanto 
do caule quanto da folha, foi a que apresentou os melhores resultados frente aos 
testes de formação do complexo fosfomolibdênio e redução do radical DPPH• (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila), com resultados melhores que os padrões utilizados. 
Ressaltando que na fração acetato de etila (folha) houve a caracterização do ácido 
clorogênico por meio de cromatografia líquida de alta eficiência, composto esse que 
apresenta elevada ação antioxidante como já está descrito na literatura.   
Sendo assim, este trabalho contribui para o conhecimento da espécie 
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ANEXO 1 - AUTORIZAÇÃO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO PATRIMÔNIO 
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